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Additive Manufacturing e Medicina Rigenerativa per la Ricostruzione 
Mammaria Post-Mastectomia per Cancro della Mammella
1. Introduzione
La Ricostruzione Mammaria dopo Mastectomia per Cancro della Mammella - 
Attuali Evidenze e Limiti
Un numero crescente di donne riceve ogni anno una diagnosi di cancro della 
mammella. Il rischio stimato di ammalarsi di cancro della mammella per una donna 
nella società occidentale è di 1 su 8 (1). 
Grazie alla diffusione crescente dei programmi di screening mammografico, il 
numero di pazienti con diagnosi di cancro della mammella in fase iniziale è in 
crescita nei paesi occidentali. Inoltre, grazie alla diffusione della cosiddetta “chirurgia 
oncoplastica” della mammella, un crescente numero di pazienti ha la possibilità di 
ricevere una chirurgia conservativa curativa preservando una forma della mammella 
soddisfacente.
Nonostante questo, numerose pazienti affette da cancro della mammella in fase 
iniziale saranno sottoposte a mastectomia a causa della sfavorevole localizzazione 
della neoplasia o per scelta da parte della paziente stessa (2).
Negli ultimi 15 anni, le cosiddette “mastectomie conservative” (mastectomie con 
risparmio della cute o del complesso areola-capezzolo, insieme alla mastectomia con 
riduzione cutanea per mammelle di grandi dimensioni) (3,4) hanno visto una 
diffusione crescente fino a diventare l’attuale gold standard per il trattamento del 
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cancro della mammella in fase iniziale (5). La preservazione dell’ “involucro” 
mammario, nella sua totalità o in parte, ha permesso ai chirurghi di ridurre l’impatto 
psicologico della mastectomia.
Le pazienti oggi sottoposte a mastectomia hanno poi a disposizione numerose opzioni 
ricostruttive, che permettono di ottenere buoni livelli di soddisfazione da parte delle 
pazienti ed offrono una buona qualità della vita post-operatoria, aiutando a ristabilire 
la fiducia da parte della paziente nella propria immagine corporea.
L’obiettivo della chirurgia ricostruttiva della mammella è quello di ottenere una 
mammella con una forma, un volume ed una superficie esteticamente gradevole.
Le tecniche ricostruttive attualmente disponibili non possono ristabilire la fisiologica 
funzione della ghiandola mammaria, ma possono restituire quell’immagine corporea 
che è persa dopo una mastectomia e questo aspetto è di fondamentale importanza nel 
ridonare alla paziente la stima in se stessa.
Le tecniche ricostruttive post-mastectomia utilizzate oggi possono essere suddivise in 
quelle che fanno uso di materiali alloplastici (impianti mammari) e quelle che 
utilizzano tessuti autologhi (i tessuti della paziente stessa). Esistono anche tecniche 
che combinano questi due approcci di base.
Gli impianti mammari possono essere sia in silicone che riempiti di soluzione salina e 
sono disponibili in diverse forme e dimensioni per poter far fronte a qualunque 
esigenza ricostruttiva (6). Gli impianti mammari necessitano di un’adeguata 
copertura in termini di tessuti superficiali, dunque, allo stato attuale, la maggior parte 
delle ricostruzioni viene eseguita in sede sotto-muscolare, con l’allestimento di una 
tasca per l’impianto al di sotto del muscolo grande pettorale. Nella maggior parte dei 
casi, la tasca viene espansa utilizzando un espansore tissutale temporaneo che viene 
in un secondo momento sostituito con un impianto definitivo a volume fisso.
Le tecniche di ricostruzione con tessuto autologo includono l’uso di lembi liberi e 
peduncolati. I principali vantaggi dei lembi autologhi sono rappresentati dalla 
consistenza e dell’aspetto degli stessi che risultano sovrapponibili a quelli dei tessuti 
asportati. I lembi resistono inoltre alla radioterapia meglio degli impianti mammari. 
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Nonostante ciò, bisogna considerare che le tecniche di ricostruzione autologa sono 
complesse e richiedono tempi operatori maggiori, con la possibilità di morbidità del 
sito donatore e recuperi post-operatori più lunghi.
La ricostruzione mammaria con impianti rimane la tecnica più diffusa, ma anche 
questa opzione ricostruttiva può essere associata ad alcune complicanze, la più 
frequente delle quali è la contrattura capsulare (7).
Dopo il posizionamento di un impianto mammario, l’organismo reagisce ad esso in 
quanto corpo estraneo, esitando nella formazione di un sottile strato di tessuto fibroso 
intorno alla protesi, conosciuto come “capsula”. In alcuni pazienti la capsula può 
aumentare di spessore e contrarsi, causando diversi gradi di contrattura capsulare. 
L’incidenza di questa complicanza è notevolmente aumentata in pazienti sottoposte a 
radioterapia post-mastectomia. In queste pazienti è spesso più appropriato evitare una 
ricostruzione con impianti e preferire una ricostruzione con lembi di tessuto autologo.
Inoltre gli impianti al silicone possono andare incontro a rottura con conseguente 
possibile migrazione del silicone al di fuori della capsula peri-protesica, con 
formazione di granulomi da silicone, i cosiddetti “siliconomi”, anche a livello 
linfonodale (linfonodi del cavo ascellare, della catena mammaria interna, 
sopraclaveari e laterocervicali) ed a carico di organi a distanza, come polmone, pleura 
e fegato (8).
La ricostruzione mammaria con impianti al silicone può determinare poi un risultato 
estetico poco stabile nel tempo, con un significativo peggioramento dell’esito 
ricostruttivo nel corso degli anni (9).
Tutte queste possibili complicanze impongono un re-intervento con rimozione della 
protesi e della capsula peri-protesica con la possibilità o meno di re-impianto 
protesico.
Con lo scopo di ridurre le complicanze correlate agli impianti e migliorare la qualità 
della vita ed i livelli di soddisfazione delle donne sottoposte a mastectomia per 
cancro della mammella, proponiamo una nuova strategia ricostruttiva con l’utilizzo di 
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scaffold “customizzati” prodotti con tecniche di stampa 3D e l’ausilio di tecniche di 
medicina rigenerativa con trapianto autologo di tessuto adiposo.
Una nuova opzione ricostruttiva: “Engineered Breast Reconstruction”
Gli impianti mammari utilizzati attualmente in chirurgia ricostruttiva sono 
caratterizzati da un involucro in materiale elastomerico (polidimetilsilossano, PDMS) 
ed un “core” in gel di PDMS con un minor livello di cross-linking.
I complessi comportamenti visco-elastici e la deformazione non lineare dei tessuti 
asportati possono essere riprodotti per mettere a punto impianti mammari avanzati 
con l’integrazione di differenti tecnologie e grazie alla conoscenza delle proprietà 
strutturali e delle interazioni tra materiali (Figura 1).
Due diversi approcci possono essere adottati per la ricostruzione mammaria. 
Entrambi possono beneficiare dell’appropriata selezione di materiali compositi e 
polimerici, che sono largamente utilizzati in ingegneria tissutale e protesica (10) e 
dell’utilizzo di metodi di produzione avanzati (tecniche di “additive manufacturing”).
Negli ultimi anni l’interesse dei ricercatori è stato diretto allo sviluppo di impianti 
multifunzionali nelle forme di gel/hydrogel, reti di polimeri “semi-
interpenetrating” (11-15) e scaffold 3D (16-19).
Una prima strategia potrebbe considerare la messa a punto di protesi “cucite su 
misura” utilizzando polimeri biostabili (non degradabili).
L’impianto mammario andrebbe a riprodurre l’esatta forma e dimensione del tessuto 
asportato così come le caratteristiche meccaniche dei tessuti “nativi”.
In relazione alle necessità, numerosi materiali “rubber-like” o “gel-like” possono 
essere selezionati e si potrebbe valutare la possibilità di sviluppare impianti a più 
strati e/o involucro/core, combinando tecniche di additive manufacturing con metodi 
convenzionali.
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Una seconda strategia potrebbe considerare lo sviluppo di scaffold porosi 
tridimensionali, cuciti su misura e multifunzionali utilizzando polimeri biodegradabili 
sintetici e/o naturali.
In questo caso, tali scaffold tridimensionali saranno disegnati in modo da possedere 
caratteristiche strutturali, proprietà meccaniche e di trasporto di massa adatte alla 
specifica applicazione. 
A questo scopo potranno essere utilizzati poliesteri alifatici come il poli (epsilon-
caprolattone) (PCL) insieme ad altri polimeri sintetici biodegradabili usati 
comunemente per applicazioni di ingegneria tissutale (20).
Il nuovo cono mammario potrà essere ricostruito utilizzando tecniche di “reverse 
engineering” e “additive maufacturing” combinati con il trapianto autologo di tessuto 
adiposo.
Gli scaffold tridimensionali saranno posizionati in sede sottocutanea a livello della 
sede della mastectomia conservativa. Lo scaffold tridimensionale sarà poi colonizzato 
con tessuto adiposo autologo in alcune sessioni (21). La struttura cucita su misura 
aiuterà a mantenere la forma della mammella ed il tessuto adiposo trapiantato (con 
l’utilizzo di adeguate tecniche di enhancement per migliorarne la sopravvivenza) 
fornirà la consistenza naturale della stessa.
Questa strategia combina ed integra i principi della medicina rigenerativa con quelli 
del “reverse engineering” (cattura dell’immagine in 3D, 3D modeling e rapid 
prototyping) per disegnare strutture tridimensionali cucite su misura con proprietà 
personalizzate e geometrie tridimensionali complesse.
Utilizzando sistemi di “Computer Aided Design” (CAD), modelli tridimensionali 
delle mammelle da ricostruire saranno generati a partire da immagini di Tomografia 
Computerizzata (TC) o Risonanza Magnetica. Questi dati saranno poi elaborati 
attraverso software dedicati come Mimics, Rapidform e Rhinoceros per definire il 
modello 3D.
Lo scaffold potrà essere poi prodotto tramite un Bioplotter o 3D-printer con metodi di 
iniezione/estrusione. Nello specifico potrà essere costruito strato su strato con un 
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pattern lay-down, riproducendo le proprietà strutturali/funzionali del tessuto naturale.
La deposizione di fibre 3D può essere considerata una tecnica modificata di 3D 
plotting per l’estrusione di polimeri altamente viscosi e rappresenta una tecnica di 
deposizione fusa tramite la quale un polimero fuso è iniettato/estruso tramite una 
siringa e quindi depositato (Figura 2).
Questo metodo permette la produzione di scaffold con una rete di pori 
completamente interconnessi e con specifiche caratteristiche per quanto riguarda la 
forma e la dimensione dei pori.
Rispetto alle tecniche convenzionali, il maggior controllo dell’architettura permette di 
massimizzare le proprietà di trasporto di massa.
Grazie all’utilizzo di tecniche CAD/CAM, gli scaffold possederanno strutture ed 
architetture definite e saranno costruiti in forme “customizzate”.
Queste strutture rappresenteranno la base della nostra innovativa tecnica ricostruttiva.
Le caratteristiche funzionali e le proprietà meccaniche e di trasporto di massa degli 
scaffold customizzati saranno “cucite su misura” variando la porosità ad il pattern 
“lay-down” (Figura 3).
Gli scaffold tridimensionali potranno anche essere combinati con materiali gel-like 
per mettere a punto strutture complesse in grado di guidare il processo rigenerativo.
Le strutture tridimensionali riprodurranno le proprietà dei tessuti e le complesse 
caratteristiche anatomiche degli stessi, utilizzando materiali con elevate performance 
sviluppati sulla base dei concetti di guida cellulare (22,23).
Gli scaffold saranno poi colonizzati con tessuto adiposo autologo in alcune sessioni 
di lipofilling.
Questo approccio eviterà le difficoltà ed i rischi correlati sia con le complesse 
ricostruzioni con tessuti autologhi che con le ricostruzioni con impianti, con la 
possibilità di ottenere un cono mammario dalla consistenza naturale e con risultati 
estetici duraturi, potenzialmente rappresentando il futuro della ricostruzione 
mammaria.
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1. Introduction
An increasing number of women are diagnosed with breast 
cancer each year, with estimates of the lifetime risk in western 
society being 1 in 8 [1].
Thanks to screening regimes, there has been an increase in the 
number of patients undergoing surgery for early stage breast 
cancers. Moreover with the emergence of oncoplastic 
techniques, more patients now have the choice of cancer 
excision while preserving the breast shape, thus avoiding 
mastectomy.
However, many patients with early breast cancer undergo 
mastectomy either because of an unfavorable location of the 
tumor or because the patient prefers this option to breast 
conservation [2].
During the last decade, skin and nipple-sparing mastectomies, 
the so-called conservative mastectomies [3], together with the 
skin-reducing mastectomy for large  breasts [4], have gained 
widespread acceptance and are currently considered standard 
treatment for early stage breast cancer [5]. The preservation of 
all or most of the breast envelope has allowed surgeons to 
reduce the disfiguring impact associated with mastectomies.
Patients undergoing mastectomy have nowadays many 
options for breast reconstruction, that will help in re-
establishing patient’s self confidence in her own body image .
The goal of breast reconstructive surgery is to achieve a breast 
mound that has an aesthetically pleasing surface, shape and 
volume.
Reconstructive techniques available today cannot reconstitute 
the physiological function of the mammary gland, but the 
restoration of body image that is lost after mastectomy is 
paramount in helping restore a woman’s self-esteem.
Reconstructive techniques used in breast surgery following 
mastectomy can be broadly divided into those that use 
alloplastic materials (i.e.,  breast implants) and those that use 
autologous tissues (i.e., the patient’s own tissues). There are 
also techniques that combine these two basic approaches.
Breast implants are either saline-filled or silicone-filled 
medical devices that are available in a variety of shapes and 
sizes to suit an individual patient [6].  The implants require 
adequate soft tissue coverage and therefore a sub-muscular 
pocket for the implant to be placed in must be prepared. Often 
the pocket is expanded to size using a temporary expander 
implant,  which is then exchanged for a fixed-volume implant 
[7].
Autologous techniques include the use of pedicled and free 
flaps. The main advantage of autologous flaps is that they 
more closely resemble native tissue in their feel and 
consistency. Flaps also withstand the effects of radiotherapy 
better than implant-based techniques. However, autologous 
techniques are complex and time-consuming, with the 
possibility of donor-site morbidity and longer postoperative 
recovery.
Implant-based reconstruction remains the most common form 
of post-mastectomy reconstruction, but it could also present 
some complications, the most common being capsular 
contracture [8,9].
After the placement of a breast implant, the body will mount a 
tissue reaction to it, as it is a foreign object.  This results in a 
thin layer of scar-like tissue forming around the prosthesis, 
known as a capsule. However in some patients the capsule 
thickens and contracts, resulting in worsening degrees of 
capsular contracture. Significantly increased capsular 
contracture rates are seen in patients receiving external beam 
radiotherapy. In such patients, it is often more appropriate to 
avoid an implant-based reconstruction and carry out an 
immediate reconstruction using autologous flap.
In order to reduce implant-related complications and improve 
womens’ quality of life and satisfaction level following breast 
reconstruction after mastectomy for breast cancer, a further 
strategy may involve tissue repair and regeneration supported 
by 3D morphologically controlled scaffolds obtained through 
additive manufacturing methods.
Accordingly, the current study will focus on the basic 
principles and strategies in designing 3D advanced and 
complex structures for breast repair/reconstruction and 
regeneration.
2. Basic principles and strategies in designing 3D 
hierarchical structures for breast repair and 
regeneration
The current gel-filled breast implants are characterized by a 
s h e l l m a d e o f a n e l a s t o m e r i c m a t e r i a l ( i . e . , 
polydimethylsiloxane, PDMS) and a gel-like core consisting 
of a PDMS which has a lower cross-linking degree.
For this reason, the complex viscoelastic performances as well 
as the nonlinear and large-deformation behaviour (Fig. 1) may 
be clearly reproduced to design advanced breast devices,  also 
benefiting from the knowledge of the structure-property 
relationship of the materials and from the integration of 
different technologies.  
Fig. 1. Typical tensile stress-strain curve for shell specimens from current gel-
filled breast implants.
Two different approaches may be adopted for breast tissue 
repair/reconstruction and regeneration. 
Figura 1. Tipica curva sforzo-deformazione per campioni di envelope protesico 
di impianti mammari al silicone.
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Both approaches may benefit from an appropriate selection of 
polymeric and composite materials, which are widely 
employed in the tissue engineering and prosthetic fields [10], 
as well as from the more advanced fabrication methods (i.e., 
additive manufacturing techniques). In this context, over the 
past years researchers’ attention has been focused on the 
development of multifunctional devices in the form of gels/
hydrogels, semi-interpenetrating polymer networks [11-16] 
and 3D advanced scaffolds [17-23].
A first strategy may involve the design of advanced 
customized prostheses using biostable (i.e., non degradable) 
polymers.
The breast implant must properly reproduce the exact shape 
and size of the defect as well as the mechanical features of the 
native tissue through a suitable material/geometry design. 
Accordingly, different kinds of rubber-like and gel-like 
materials may be selected and the possibility to develop multi-
layer and/or shell-core devices can be considered,  eventually 
combining additive manufacturing techniques with 
conventional methods. 
A second strategy could involve the development of 
customized and multifunctional 3D porous scaffolds using 
synthetic and/or natural biodegradable polymers. 
In this case, 3D scaffolds must be designed to possess suitable 
architectural features, tailored mechanical and mass transport 
properties  according to the specific application. 
To this aim, aliphatic polyesters such as poly(ε-caprolactone)
(PCL) together with other synthetic biodegradable polymers 
commonly used for tissue engineering applications [23] can 
be properly considered. 
A further option is related to the design a novel breast mound 
using the reverse engineering approach and additive 
manufacturing methods combined with autologous fat 
grafting. 3D hierarchical scaffolds with autologous adipose-
derived stem cells have been proposed for breast tissue 
regeneration.
The 3D scaffold must be placed in the subcutaneous position 
at the level of the conservative mastectomy side. The 3D 
scaffold should be colonized with autologous fat tissue in 
some sessions [24]. The customized structure must help to 
maintain the breast shape and the natural consistency will be 
obtained with the fat grafting, also considering adequate 
enhancement techniques (Stromal Vascular Fraction derived 
growth factors).
The strategy combines and integrates the principles of 
regenerative medicine with  those of reverse engineering (3D 
image capture, 3D modeling and rapid prototyping) to design 
custom-made 3D hierarchical structures with tailored 
properties and 3D complex geometry.
Using computer aided design and manufacturing systems, 3D 
models of breast are generated  from computed tomography 
(CT) or magnetic resonance imaging (MRI) data through 
image capture and analysis techniques. These data can be 
conveniently elaborated through dedicated software such as 
Mimics, Rapidform and Rhinoceros to define the 3D model. 
The scaffold can be then designed and manufactured in a 
direct fashion by a dispensing machine (i.e., Bioplotter, 3D 
Printer) based on injection/extrusion method. Specifically, it 
can be built layer-by-layer according to specific lay-down 
pattern, thus properly matching the structural/functional 
properties of the natural tissue. 
As an example, 3D fiber deposition may be considered as a 
modified technique of 3D plotting for the extrusion of highly 
viscous polymers, and it is a fused deposition technique in 
which a molten polymer is injected/extruded through a 
syringe and then deposited (Fig. 2). 
Figure 2. Schematic representation of cartridge and needle as key elements of 
the 3D fiber deposition technique.
This methods allows the fabrication of scaffolds with a fully 
interconnected pore network, specific pore shape and size. In
comparison with conventional techniques, the higher control 
of the architecture allows to enhance the mass transport 
properties.
By using these CAD/CAM techniques, the developed 
scaffolds will possess a defined structure and architecture and 
will be built with a customized shape.  These structures may 
represent the basis of a novel breast reconstructive technique. 
Functional features, mechanical and mass transport properties 
of the customized scaffolds will be properly tailored varying 
porosity and lay-down pattern (i.e, sequence of stacking) (Fig. 
3).
Figure 3. 3D reconstructions of hierarchical structures obtained from 
microCT analysis evidencing the architecture and the interconnected pore 
network.
The 3D hierarchical scaffolds may also be properly loaded 
with gel-like materials to provide complex structure able to 
guide the regeneration process.
The 3D structures will reproduce the tissue properties and the 
complex anatomical features, also using high performance 
Figura 2. Rappresentazione schematica di cartuccia ed ago come elementi chiave 
della tecnica di deposizione del materiale in 3D.
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Questa opzione ricostruttiva potrà anche essere offerta alle pazienti che saranno 
sottoposte a radioterapia post-mastectomia, dal momento che i materiali utilizzati non 
saranno influenzati dall’irradiazione.
Le tecniche di Additive Manufacturing
Grazie alle tecniche di Additive Manufacturing, possono essere realizzati oggetti a 
partire da data sets di modelli tridimensionali, mettendo insieme il materiale scelto 
“strato dopo strato”, al contrario della metodologia sottrattiva con cui lavorano i 
tradizionali metodi costruttivi (23).
Per quel che riguarda tessuti ed organi, la metodologia di tipo “additivo” assicura il 
minimo spreco di quei materiali rari e costosi rappresentati dalle cellule, i fattori di 
crescita ed i biomateriali.
L’utilizzo di dati provenienti da modelli 3D permette la produzione di tessuti 
personalizzati, la condicio sine qua non per una medicina orientata al singolo 
paziente.
Inoltre le tecniche di “additive manufacturing” permettono un elevato livello di 
controllo dell’architettura del costrutto, garantiscono la riproducibilità e permettono 
la standardizzazione del processo.
Il primo passo per produrre un oggetto 3D tramite “additive manufacturing” è la 
generazione del corrispondente modello digitale con l’aiuto di 3D CAD software o 
tramite scanner 3D (24). 
Esiste una vasta gamma di metodi per acquisire dati provenienti da componenti 
umane o animali, come la tomografia computerizzata e la risonanza magnetica.
Il modello CAD viene poi “tassellato” come file STL, che rappresenta attualmente lo 
standard per i modelli da riprodurre in 3D. Prima di procedere alla “produzione”, il 
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modello STL è “affettato” matematicamente in strati sottili, che sono “assemblati” in 
un oggetto tridimensionale dallo strumento di “additive manufacturing”.
Numerose tecniche di additive manufacturing sono disponibili in commercio per 
disegnare e produrre scaffold per applicazioni di ingegneria tissutale (Figura 3).
Le diverse tecnologie di additive manufacturing permettono la produzione di 
componenti 3D a partire dalla manipolazione spaziale dei materiali in numerosi 
modi: termico, chimico, meccanico e/o ottico. Nei processi termici, il materiale è 
trasformato in oggetto dopo essere andato incontro ad una transizione termica che ne 
fissa la forma. Nei processi di tipo chimico, la forma dell’oggetto è fissata da una 
reazione chimica (spesso polimerizzazione). I processi meccanici si basano sulla 
deposizione fisica delle cellule o dei materiali mentre nei processi ottici, le cellule o i 
polimeri sono manipolati utilizzando la luce. Spesso diversi metodi di processazione 
sono combinati in un’ unica tecnica di additive manufacturing. In generale, le 
tecniche che utilizzano sistemi ottici possono raggiungere le risoluzioni più elevate. 
Esempi di metodi di produzione ottica accurata sono la stereolitografia, la scrittura 
laser diretta e il bio laser printing. Inoltre, la polimerizzazione avviata con processo 
ottico può essere utilizzata per l’incapsulamento di cellule e fattori di crescita esogeni 
all’interno di hydrogel. Le tecniche termiche come il “ selective laser sintering” o il 
“fused deposition modeling” non sono compatibili con le cellule se richiedono 
temperature al di sopra di quelle fisiologiche, ma possono essere adattate per 
processare hydrogel termosensibili. I processi meccanici spesso permettono di 
includere le cellule nel processo di fabbricazione, finchè le forze tangenziali a cui 
sono sottoposte le cellule come la deposizione tramite un ago o l’orifizio di una 
cartuccia ad inchiostro rimangono sufficientemente basse. La stereolitografia è la 
metodica più datata, più sviluppata e più accurata di tutte le tecnologie di additive 
manufacturing ed è stata utilizzata in numerose applicazioni biomediche (25). 
Sebbene sia una delle poche tecniche con accuratezza comparabile alla dimensione di 
una cellula, il suo utilizzo non si è diffuso perchè, ad oggi, non è stato sviluppato un 
metodo per utilizzare diverse composizioni di materiali o cellule.
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Table 1
Description of four common, commercially available AM techniques that are often employed in the preparation of tissue engineering scaffolds.
Melt extrusion/fused deposition modeling (FDM): By this process, thin thermoplastic
filaments or granules are melted by heating and guided by a robotic device controlled
by  a computer, to form the 3D object. The material leaves the extruder in a liquid form
and  hardens immediately. The previously formed layer, which is the substrate for the
next layer, must be maintained at a temperature just below the solidification point of
the  thermoplastic material to assure good interlayer adhesion
Stereolithography (SLA): With this process 3D solid objects are produced in a
multi-layer procedure through the selective photo-initiated cure reaction of a
polymer. These processes usually employ two  distinct methods of irradiation. The 1st
method is a mask-based method in which an image is transferred to a liquid polymer
by  irradiating through a patterned mask. The 2nd method is a direct writing process
using a focused UV beam produces polymer structures.
Inkjet printing: The process deposits a stream of microparticles of a binder material
over  the surface of a powder bed, joining particles together where the object is to be
formed. A piston lowers the powder bed so that a new layer of powder can be spread
over the surface of the previous layer and then selectively joined to it. The process is
repeated until the 3D object is completely formed.
Selective laser sintering (SLS): This technique uses a laser emitting infrared radiation,
to  selectively heat powder material just beyond its melting point. The laser traces the
shape of each cross-section of the model to be built, sintering powder in a thin layer.
After each layer is solidified, the piston over the model retracts to a new position and a
new layer of powder is supplied using a mechanical roller.
thermal, chemical, mechanical and/or optical. In thermal
processes, the material is formed into an object after
which it undergoes a thermal transition to fix the shape.
In chemical-based processes, the manufactured shape
is fixed by a chemical reaction (often polymerization).
Mechanical processes rely on the physical deposition of
cells or materials, and in optical processes cells or poly-
mers are manipulated using light. Often several processing
modes are combined in an AM technique (Table 2).
In general, techniques that use optics can achieve the
highest resolutions. Examples of accurate optical fabrica-
tion methods are stereolithography, laser direct writing
and biolaserprinting. Additionally, photo-initiated poly-
merization can be used for safe encapsulation of cells
and exogenous growth factors into hydrogels. Thermal
techniques such as selective laser sintering or fused
deposition modeling are not compatible with cells if
requiring supra-physiological temperatures, but they can
be adapted for processing thermosensitive hydrogels.
Mechanical processes often allow for including cells in the
fabrication process, as long as shear stresses induced on
cells such as by deposition through a needle or inkjet car-
tridge orifice are sufficiently low.
Stereolithography is the oldest, most developed and
most accurate of all AM technologies, and it has been
applied for several biomedical applications including the
fabrication of TECs with encapsulated living cells [68].
Although it is one of the few techniques with accuracies
comparable to the size of a cell, its use has not been favored
because to date, a system has not yet been developed that
enables handling of different compositions of materials
and/or cells. Pioneering work on tissue manufacture has
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Description of four common, commercially available AM techniques that are often employed in the preparation of tissue engineering scaffolds.
Melt extrusion/fused deposition m deling (FDM):  By this process, thin thermoplastic
filaments or granules are melted by heating and g ided by a robotic device controlled
by  a computer, to form the 3D object. The material leaves the extruder in a liquid form
and  hardens immediately. The previously formed layer, which is the substrate for the
next layer, must be maintained at a temperature just below the solidification point of
the  thermoplastic material to assure good interlayer adhesion
Stereolithography (SLA): With this process 3D solid objects are produced in a
multi-layer procedure through the selective photo-initiated cure reaction of a
polymer. These processes usually employ two  distinct methods of irradiation. The 1st
method is a mask-based method in which an image is transferred to a liquid polymer
by  irradiating through a patterned mask. The 2nd method is a direct writing process
using a focused UV beam produces polymer structures.
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Klein TJ, Mal a J, Bart lo PJ, Hutmacher DW. Additive manufacturing of 
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Le prime esperienze con la produzione di tessuti sono state fatte con stampa a getto 
d’inchiostro o laser. In ogni caso, negli ultimi anni, l’attenzione è stata focalizzata 
soprattutto sulla fornitura robotica di hydrogel con cellule incapsulate. Con queste 
tecniche, sospensioni altamente viscose di cellule o precursori liquidi di gel sono 
estrusi a partire da cartucce o siringhe attraverso un ugello e depositate in strati. Il 
metodo è versatile in termini di materiali potenzialmente utilizzabili, nel controllo 
delle condizioni ambientali e nelle varietà di meccanismi di rilascio del materiale 
(pneumatico, pompe siringhe, extruder screws).
Additive Manufacturing: 3D Fiber Deposition
Numerosi sono i metodi di fabbricazione, sia convenzionali che non convenzionali, 
sviluppati per elaborare il policaprolattone in scaffold polimerici 3D con elevata 
porosità e superficie, con differenti geometrie ed adeguate proprietà meccaniche. Per 
il nostro progetto abbiamo utilizzato la tecnica di Additive Manufacturing “Three-
dimensional Fiber Deposition” con l’ausilio di un Bioplotter. Tale tecnica è 
monitorata dal computer attraverso i software CAD/CAM e prevede l’estrusione di 
materiale termoplastico semifuso attraverso un ugello di estrusione. Gli scaffold sono 
realizzati layer-by-layer attraverso la deposizione di un polimero, mediante 
l’applicazione di pressione, con un ago molto sottile contenuto in una cartuccia su un 
supporto, in presenza di sola aria o in soluzione. In tal modo si ottiene una sequenza 
di fibre sovrapposte. Nel caso di deposizione in soluzione si ha il vantaggio di 
prevenire la deformazione degli strati già depositati ma non ancora solidificati 
adeguatamente. Un aspetto importante è che, strato per strato, è possibile cambiare, in 
funzione del pattern di deposizione “lay-down”, l’orientazione delle fibre. Questo 
permette la variazione della forma e della dimensione dei pori, con conseguente 
variazione delle proprietà meccaniche e di trasporto di massa della struttura 
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realizzata.  Per quanto riguarda la solidificazione, questa può essere indotta 
termicamente, da reazione chimica o da precipitazione. Inoltre, risulta necessario, al 
fine di ottenere strutture tridimensionali con ottime qualità, che gli strati siano ben 
legati gli uni agli altri e che il materiale estruso non si gonfi né si contragga troppo 
durante il processo. Il Bioplotter è un elemento essenziale del processo considerato, 
in quanto sistema di produzione di base per l’ingegneria tissutale. Esso prevede due 
meccanismi di deposizione, ma quello più adatto per la nostra analisi e su cui 
focalizzeremo la nostra attenzione è il sistema con vite per l’estrusione del singolo 
materiale. La conoscenza di una grande quantità di parametri, valutati 
sperimentalmente su diversi tipi di materiali, è essenziale per la creazione di scaffold 
3D polimerici ottenuti attraverso la tecnica di 3D Fiber Deposition con Bioplotter. I 
parametri relativi al needle (ago estrusore attraverso cui avviene la deposizione) 
sono: materiale di costruzione, forma e dimensioni. Per ciò che concerne il materiale 
di costruzione dell’ago, la scelta dipende da varie considerazioni, essendo il needle 
sottoposto a stress termici e meccanici. Per temperature di processo superiori a 80°C 
sono usati, generalmente, aghi metallici. Inoltre, per evitare che il materiale estruso si 
attacchi all’ago, vengono usati aghi di teflon. Per quel che riguarda la forma dell’ago 
(aghi lunghi, corti e conici), la scelta dipende dalla viscosità del materiale: nel caso di 
materiali poco viscosi si utilizza un ago lungo al fine di evitare che il materiale sia 
depositato troppo velocemente rispetto alla durata del processo. Nel caso di materiali 
altamente viscosi si usano aghi corti o conici al fine di evitare che il materiale sia 
depositato troppo lentamente rispetto al tempo di processo. Un altro parametro da 
considerare è il materiale estruso. Tanto più è elevata la viscosità del materiale, più 
facile sarà il processo di realizzazione dello scaffold. Per aumentare la viscosità del 
materiale estruso si possono usare polimeri o piccoli granuli insolubili di dimensioni 
tali da non ostacolare il passaggio del fuso attraverso l’ago.
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Un altro parametro di processo è il mezzo di base (aria o liquido) che viene scelto in 
relazione al materiale estruso. È fondamentale considerare e confrontare densità, 
polarità e viscosità del materiale e del mezzo. La viscosità è fondamentale perché, nel 
caso in cui materiale e mezzo abbiano viscosità simile, il mezzo potrebbe dissolvere 
il materiale o farlo rigonfiare. Un altro parametro di processo di fondamentale 
importanza rimane la velocità di deposizione correlata alla portata ed alla velocità di 
solidificazione del materiale estruso: maggiore è la velocità di solidificazione, 
maggiore dovrà essere la velocità di deposizione. Se, viceversa, la velocità di 
solidificazione è più bassa (tempo di solidificazione più lungo) risulta necessaria una 
bassa velocità di deposizione, in modo tale che il materiale riesca ad indurire 
adeguatamente prima della sovrapposizione di un nuovo strato. Velocità troppo 
elevate causano uno stiramento del materiale e un ritardo nel legame tra gli strati. 
Viceversa, velocità troppo basse possono causare il rigonfiamento del materiale 
estruso. Al fine di evitare il verificarsi di una di queste situazioni sfavorevoli è 
possibile agire sulla pressione: questa è modificabile durante il processo ed è usata 
per il “setting” del materiale e dipende dalla velocità di deposizione, che 
inevitabilmente influisce sul flusso del materiale. Nel caso di velocità di estrusione 
troppo elevate la pressione deve essere aumentata, viceversa, se la velocità è troppo 
bassa questa deve essere diminuita. Inoltre la velocità di deposizione incide sulla 
geometria dei pori, sulla porosità complessiva dello scaffold e sul diametro delle 
fibre. Lo spessore degli strati rappresenta un ulteriore parametro di progetto. Esso è 
connesso al modo in cui gli strati si legano. Se lo spessore degli strati è tale che gli 
stessi si tocchino, allora il “layer thickness” deve essere leggermente più piccolo del 
diametro della fibra. Se invece lo spessore è troppo piccolo si creeranno delle 
deformazioni nella zona di sovrapposizione delle fibre e la porosità diminuirà 
considerevolmente. Inoltre ciò accade anche nel caso in cui non ci sia una netta 
separazione fra gli strati. Per assicurare il contatto tra due strati successivi 
(condizione necessaria) la minima distanza fra le fibre deve essere pari all’incirca 
all’80% del loro diametro. Quindi, con “strand distance” si intende la 
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distanza (lungo l’asse x e lungo l’asse y) valutata “centro-centro” di due fibre 
parallele giacenti sullo stesso piano. Tale parametro influenza fortemente la porosità 
della struttura. Ciascuna struttura, inoltre, è caratterizzata da diverse sequenze di 
sovrapposizione delle fibre. Attraverso il monitoraggio mediante software e 
attraverso il bioplotter si può modificare l’orientamento delle fibre, assicurando il 
contatto tra gli strati al fine di garantire la stabilità della struttura. Per tale motivo il 
bioplotter non può essere adoperato nel caso in cui le fibre debbano essere disposte 
nella stessa maniera in ogni strato. Fissando opportunamente i diversi parametri di 
progetto, è possibile realizzare scaffold con architettura, porosità ed interconnettività 
controllate e con adeguate proprietà meccaniche. Dalle precedenti considerazioni si 
evince l’importanza dell’uso di tale tecnologia di processo al fine di realizzare 
strutture multifunzionali con determinate proprietà meccaniche e di superficie e con 
microstruttura organizzata e ripetibile (adatta alla diffusione di cellule e nutrienti) che 
assolvano alle esigenze dell’Ingegneria dei Tessuti.
Biomateriali
Negli ultimi anni, numerosi materiali biodegradabili sono stati utilizzati e sviluppati 
per la produzione di scaffold e matrici, inclusi polimeri (naturali e sintetici) (26,27), 
ceramiche (28) e compositi (29). I polimeri e le ceramiche utilizzati per l’additive 
manufacturing  per mettere a punto scaffold sono stati tutti, tranne poche eccezioni, 
modificati o sintetizzati in maniera specifica per l’uso con una determinata tecnica di 
additive manufacturing, permettendo una produzione accurata e riproducibile di 
architetture ben definite con le caratteristiche fisico-chimiche previste.
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In ogni caso, questi materiali richiedono parametri di processo (alta temperatura, 
solventi, mancanza di acqua) che non permettono la diretta inclusione di cellule.
Proprio per questo, gli hydrogel stanno attirando crescente interesse per la produzione 
di tessuti (30).
Materiali per gli scaffold
Gli scaffold per l’ingegneria tissutale sono preparati principalmente con polimeri, 
ceramiche o dalla loro combinazione (compositi). Per ottenere una rete porosa 
interconnessa, molte tecniche sono state utilizzate incluse il “porogen leaching”,  il 
“gas foaming” e  il “phase-separation/freeze-drying”. Le tecniche di additive 
manufacturing sono caratterizzate da una elevata possibilità di controllo 
dell’architettura degli scaffold (31) e dalla possibilità di impiego di una notevole 
gamma di diversi materiali. La stereolitografia, il metodo più datato e più utilizzato, 
richiede un materiale “photo-curable”. Questa tecnica è stata utilizzata per preparare 
scaffold in polipropilen fumarato (32) meta-acrilato poli-trimetilene-carbonato-co-
caprolattone (33), polilattide (34), policaprolattone (35) e polietilenglicole (36,37), 
soprattutto in presenza di diluente che può essere reattivo o non reattivo. Compositi  
sono stati preparati unendo alle resine di stereolitografia piccole particelle di 
ceramica (38).
Il “selective laser sintering” è stato utilizzato per preparare scaffold porosi in 
policaprolattone con o senza l’aggiunta di particelle di calcio fosfato (39).
Nuove tecniche di additive manufacturing hanno permesso di mettere insieme la 
produzione di scaffold con la deposizione di cellule, combinando il supporto 
meccanico di uno scaffold con il posizionamento controllato ed automatizzato delle 
cellule.
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Il Policaprolattone 
Il policaprolattone (PCL) è uno dei biomateriali di nuova concezione maggiormente 
diffuso nel settore dell’Ingegneria dei Tessuti (Figura 4). Tra il 1970 e il 1980, 
periodo caratterizzato dal boom dei polimeri riassorbibili, il PCL fu ampiamente 
usato nel campo dei biomateriali e per la realizzazione di dispositivi per il rilascio di 
farmaci. Poco dopo, a causa dei suoi svantaggi (degradazione a lungo termine, 
percorsi di riassorbimento intracellulare), l’uso del PCL fu sostituito da quello di 
polimeri più rapidamente riassorbibili. Recentemente il PCL ha avuto una nuova 
rinascita grazie alle sue proprietà reologiche e visco-elastiche superiori rispetto a 
quelle degli omologhi poliesteri alifatici. Oggi trova largo impiego in vari settori 
delle biotecnologie quali l’organ substitution, nella realizzazione di suture 
riassorbibili, nel drug delivery per sistemi a rilascio controllato di farmaci e nella 
tissue regeneration per la realizzazione di sistemi sostitutivi del tessuto osseo 
naturale. Pertanto, per le sue particolari proprietà chimiche e fisiche e per la sua 
elevata biocompatibilità, il PCL risulta essere uno dei materiali maggiormente usati 
per le applicazioni biomediche. Il PCL è un poliestere alifatico lineare altamente 
biocompatibile ottenuto dalla polimerizzazione ring-opening dell’ε-caprolattone in 
presenza di una vasta gamma di catalizzatori (e.g. ottoato stannoso) (Figura 5). La 
polimerizzazione del PCL è influenzata da meccanismi di varia natura: anionici, 
cationici, di coordinamento e con radicali liberi. Ogni metodo influisce sul peso 
molecolare risultante, sulla distribuzione del peso molecolare e sulla struttura chimica 
dei copolimeri. Il PCL è un polimero idrofobico e semicristallino. La sua cristallinità 
tende a diminuire con l’aumentare del peso molecolare. Ha una temperatura di 
transizione vetrosa (Tg) di circa -60°C (inferiore rispetto a quella di altri polimeri 
bioriassorbili usati in campo biomedicale) e un punto di fusione compreso tra 59°C e 
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Figura 4. Formula di struttura del Policaprolattone.
Figura 5. Reazione di polimerizzazione per ottenere il Policaprolattone.
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64°C, dettato dalla sua natura cristallina che permette una facile conformabilità a 
temperature relativamente basse. Il PCL ha svariati vantaggi: cinetica di degradazione 
tollerabile, facilità di modellazione con la possibilità di creazione di pori di 
dimensioni favorevoli alla crescita tissutale ed al rilascio controllato di farmaci 
contenuti nella loro matrice, biocompatibilità, elevata stabilità termica, ottima 
processabilità, Inoltre, è anche possibile aggiungere al PCL gruppi funzionali al fine 
di rendere il polimero più idrofilo, adesivo e/o biocompatibile così da permettere 
risposte favorevoli delle cellule. Il PCL è un materiale con elevata biodegradabilità 
(capacità di degradazione in ambiente fisiologico) per la presenza di legami esteri-
alifatici idroliticamente instabili nella catena principale del polimero. Esso è, 
pertanto, uno dei principali polimeri idrofobi bioerodibili. Se si analizza l’andamento 
del peso molecolare ponderale del PCL in acqua distillata in funzione del tempo, si 
osserva la rottura di legami alifatici delle macromolecole con conseguente 
accorciamento della catena e, quindi, diminuzione del peso ponderale del polimero e, 
progressivamente, della sua massa. A causa dei lunghi tempi di degradazione (tra i 6 e 
i 36 mesi) dovuti al peso molecolare del mezzo in cui si trova, il PCL è analizzato al 
fine di realizzare scaffold capaci di sostenere sollecitazioni di diversa entità e di 
fungere da supporto per la diffusione e la proliferazione cellulare.
Le cellule staminali di derivazione adiposa per l’ingegneria tissutale e la medicina 
rigenerativa 
Le cellule staminali di derivazione adiposa (Adipose-derived Stem Cells (ASCs)) 
rappresentano una risorsa di cellule staminali mesenchimali con proprietà auto-
rigenerative e di differenziazione multipotente (40). Le ASCs possono differenziare 
in adipociti, osteoblasti, condrociti, miociti ed altri tipi cellulari (41-46). Le ASCs 
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offrono anche la possibilità di trattare numerose patologie, come la graft-versus-host 
disease, malattie autoimmuni, la sclerosi multipla, il diabete mellito e le fistole 
tracheo-mediastiniche (47-52). Confrontate con altri tipi di cellule staminali, le ASCs 
offrono due principali vantaggi: le ASCs sono facilmente accessibili tramite prelievo 
a partire dal tessuto adiposo sottocutaneo (53), inoltre le ASCs non presentano 
problematiche etiche comparate con le cellule staminali embrionali perchè possono 
essere prelevate da tessuto adiposo autologo (54). Queste due caratteristiche rendono 
le ASCs una risorsa ottimale in medicina rigenerativa (55,56).
Le ASCs tradizionalmente sono messe in coltura in convenzionali modelli 
bidimensionali, che appaiono però inappropriati per mimare le interazioni cellula-
cellula e cellula-ambiente che avvengono in vivo (57,58). Gli scaffold tridimensionali 
prodotti con tecniche di ingegneria tissutale hanno la straordinaria capacità di 
riprodurre le condizioni cellulari in vivo (59,60). Gli scaffold 3D sono prodotti con 
metodiche di “biofabbricazione” combinando biomateriali, fattori di crescita e 
componenti della matrice extracellulare messi insieme per riprodurre microambienti 
tridimensionali per la proliferazione e la differenziazione cellulare, che regolano 
ulteriormente la crescita di tessuti ed organi (61). All’interno degli scaffold 
tridimensionali, la differenziazione secondo diverse linee cellulari delle ASCs può 
essere controllata da stimoli meccanici, chimici e di altra natura provenienti dal 
microambiente (62). Al di là del controllo della differenziazione, gli 
scaffold 3D possono anche migliorare la vitalità cellulare durante la proliferazione 
(63). I biomateriali utilizzati per la produzione degli scaffold tridimensionali devono 
essere ovviamente biocompatibili e non causare reazioni immunitarie a lungo termine 
(64); secondo, i biomateriali devono presentare strutture altamente porose con 
architettura interconnessa per imitare i tessuti nativi (65); terzo, i biomateriali 
dovrebbero presentare proprietà meccaniche modificabili per regolare il 
microambiente cellulare. Mantenere le proprietà biochimiche, biomeccaniche e 
biologiche durante la proliferazione è importante per far fronte all’impatto 
dell’ambiente esterno (64). Con lo sviluppo dei biomateriali e la “biofabbricazione”, 
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molte metodologie sono state impiegate per produrre scaffold 3D per colture 
cellulari, incluse il “bioprinting” (66), il “patterning” (67), l’auto-assemblaggio (66) e 
gli organi sul chip (organ-on-a-chip) (68).
La maggior parte di queste tecniche sono state utilizzate per incapsulare le ASCs 
all’interno degli scaffold con la struttura desiderata e che stimoli la differenziazione 
delle ASCs nel tipo cellulare desiderato per la specifica applicazione clinica.
Numerosi studi clinici hanno dimostrato l’utilità delle ASCs all’interno di scaffold 3D 
come potenziale alternativa per la guarigione delle ferite (69), graft cardiovascolari 
(70), il riparo di lesioni ortopediche (71) e la ricostruzione tissutale dopo chirurgia 
(72).
Il successo di queste applicazioni comprova il grande potenziale delle ASCs come 
terapia su base cellulare per la medicina rigenerativa.
Sebbene le ASCs utilizzate in applicazioni di ingegneria tissutale rappresentino 
un’ottima risorsa per la medicina rigenerativa, rimangono alcune problematiche da 
risolvere, come i meccanismi di interazione tra ASCs, le metodologie di coltura 
“serum-free” e la sicurezza a lungo termine. A tale scopo numerosi studi hanno 
valutato queste applicazioni i modelli di laboratorio ed animali ma solo pochi trial 
clinici sono stati condotti.
Rimane come nostro obiettivo quello di sperimentare la sicurezza del nostro 
approccio ricostruttivo in modelli animali per poi effettuare un trial randomizzato e 
controllato che confronti l’engineered breast reconstruction con le metodiche 
ricostruttive tradizionali dopo trattamento chirurgico per cancro della mammella.
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Caratteristiche delle ASCs
Le cellule staminali possono essere divise in quattro categorie in base alla loro 
origine: embrionali (73), fetali (74), cellule staminali adulte e cellule staminali 
pluripotenti indotte (iPSCs) (75) (Tabella 1). 
Categoria Origine Vantaggi Svantaggi
Cellule staminali 
umane embrionali 
(hESCs)
Blastocisti umane Pluripotenti, non 
immunogeniche
Risorse insufficienti, 
problematiche 
religiose ed etiche
Cellule staminali 
umane fetali 
(hFSCs)
Tessuti fetali 
(sangue fetale da 
cordone ombelicale 
e liquido amniotico); 
appendici fetali 
(membrane fetali e 
placenta)
multipotenti, non 
immunogeniche, 
minori 
problematiche 
etiche e religiose
Risorse insufficienti
Cellule staminali 
adulte
Tessuti adulti, come 
midollo osseo, 
tessuto adiposo e 
cute
Multipotenti, minori 
problematiche 
etiche e religiose; 
risorse abbondanti; 
facilmente 
accessibili
Relativamente 
difficili da 
espandere in vitro; 
uso limitato nella 
pratica clinica
Cellule staminali 
pluripotenti indotte 
(iPSCs)
Cellule somatiche Pluripotenti come le 
ESCs; assenza di 
problematiche 
etiche e religiose; 
risorse abbondanti
Difficoltà di 
induzione; risorse 
abbondanti
Tabella 1. Caratteristiche di differenti tipi di cellule staminali.
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Le cellule staminali embrionali (ESCs) derivano dalla massa cellulare interna delle 
blastocisti (76) e sono largamente utilizzate in medicina rigenerativa per la loro 
elevata capacità di differenziazione. Le ESCs sono pluripotenti, possono essere 
differenziate in cellule adulte post-natali ed hanno un potenziale rigenerativo 
maggiore rispetto alle cellule staminali adulte. Ciononostante, le problematiche di 
tipo etico per la loro utilizzazione e le limitate quantità disponibili ne limitano l’uso 
clinico (76). 
Le cellule staminali umane fetali, come le cellule staminali presenti nel liquido 
amniotico e nel cordone ombelicale sono multipotenti e presentano minori 
problematiche etiche rispetto alle ESCs (77). La ridotta disponibilità di questo tipo di 
cellule staminali hanno comunque ristretto le loro possibili applicazioni cliniche. Le 
cellule staminali pluripotenti indotte (iPSCs) scoperte da Takahashi e coll. nel 2007 
(78) hanno rappresentato una straordinaria novità in medicina rigenerativa. Le iPSCs 
non presentano problematiche di tipo etico e sono disponibili in grandi quantità. 
Ciononostante, le cellule target sono difficili da indurre con le attuali metodologie e 
tecnologie. Dunque, grazie alla vasta disponibilità, la facile accessibilità e le 
relativamente poche problematiche di tipo etico, le cellule staminali adulte sono 
diventate una soluzione attraente e promettente per l’attuale ricerca e le applicazioni 
mediche in medicina rigenerativa.
Le ASCs rappresentano una risorsa di cellule staminali mesenchimali facilmente 
isolabile dal tessuto adiposo. Così come le altre cellule staminali, le ASCs possono 
auto-rinnovarsi e differenziare in altri tipi cellulari. Le ASCs sono state descritte per 
la prima volta da Zuk e coll. nel 2001 come una popolazione cellulare proveniente 
dal tessuto adiposo umano con la capacità di differenziazione multilineare (79). 
Questo studio ha aperto una nuova finestra per la medicina rigenerativa grazie 
all’utilizzo del tessuto adiposo.
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Il tessuto adiposo deriva dal mesoderma nel periodo embrionale (80) ed è composto 
da adipociti ed una frazione stromale vascolare (SVF), rappresentata da numerosi 
gruppi cellulari, compresi pre-adipociti, fibroblasti, cellule muscolari lisce, cellule 
endoteliali, macrofagi, linfociti ed ASCs (81,82). La differenziazione delle ASCs 
sembrava limitata inizialmente solo ai tessuti di origine mesodermica. Recenti studi 
hanno esteso l’uso delle ASCs alla differenziazione in tessuti ed organi anche di 
origine ectodermica (56), con possibiltà di adipogenesi, osteogenesi, condrogenesi ed 
altre linee cellulari (46).
Le cellule staminali provenienti dal midollo osseo (BMSCs) sono le cellule staminali 
adulte più comunemente utilizzate. Ciononostante, le ASCs presentano numerosi 
vantaggi rispetto alle BMSCs. Innanzitutto la procedura per il prelievo delle BMSCs 
è dolorosa ed il tasso di cellule staminali prelevate è relativamente basso (46), mentre 
le ASCs presentano fonti abbondanti nel tessuto sottocutaneo in tutto il corpo. Inoltre 
il prelievo delle ASCs risulta molto meno indaginoso e doloroso grazie a metodiche 
di lipoaspirazione a bassa pressione e la percentuale di cellule staminali ottenute è 
relativamente maggiore rispetto alle altre fonti di cellule staminali (83). Inoltre le 
ASCs possono essere trapiantate in maniera autologa o allogenica in maniera sicura e 
con ottima tollerabilità (64). Grazie a queste caratteristiche, le ASCs sono diventate la 
fonte di cellule staminali più “attraente” per l’ingegneria tissutale e la medicina 
rigenerativa.
La Medicina Rigenerativa ed il Trapianto Autologo di tessuto Adiposo
Il trapianto autologo di tessuto adiposo è stato descritto per la prima volta dal 
chirurgo tedesco Neuber (84) ed è oggi largamente utilizzato a fini ricostruttivi ed 
estetici in chirurgia della mammella. Il lipofilling, o trapianto autologo di cellule di 
tessuto adiposo, rappresenta una delle possibili tecniche chirurgiche per la 
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correzione di difetti volumetrici di diversi distretti corporei, sia congeniti (sindromi 
malformative) che acquisiti (ricostruzione post-chirurgia oncologica). Il tessuto 
adiposo umano rappresenta infatti una risorsa facilmente accessibile di cellule 
staminali mesenchimali, utilissime per la ricostruzione post-oncologica, in particolare 
dopo chirurgia per cancro della mammella. Grande dibattito esiste oggi circa la 
sicurezza oncologica di tale procedura nell’applicazione in pazienti sottoposti a 
precedente chirurgia per cancro della mammella (85). Molti studi hanno negli ultimi 
anni posto in dubbio la ‘safety’ oncologica del lipofilling, valutando la possibilità che 
gli adipociti e le adipose-derived stem cells (ASCs) ed i loro prodotti (fattori di 
crescita come il trasforming growth factor (TGF), il platelet-derived growth factor 
(PDGF), il fibroblast growth factor (FGF), l’hepatocyte growth factor (HGF) e vari 
membri della famiglia dei fattori di crescita epiteliali (EGF)) siano coinvolti nel ciclo 
delle cellule tumorali attraverso secrezioni autocrine, paracrine, esocrine ed endocrine 
(86,87). Tali molecole, rilasciate a livello del sito di rimozione di un tumore, 
potrebbero giocare un ruolo nella progressione tumorale, nella recidiva tumorale e 
nella metastatizzazione. Infatti, insieme con gli adipociti, il tessuto adiposo contiene 
un complesso di cellule vascolari e stromali, che potrebbe contribuire a creare un 
microambiente con un potenziale di crescita tumorale (88-91). Al contrario, alcuni 
fattori potrebbero comportarsi da inibitori di alcuni stadi del ciclo cellulare della 
cellula cancerosa. Rimane dunque l’importante quesito clinico circa la sicurezza 
oncologica del lipofilling dopo trattamento chirurgico per cancro della mammella, 
soprattutto dopo chirurgia conservativa (92-97). La ‘tumor-stromal interaction’ o 
azione paracrina del tessuto adiposo iniettato potrebbe modificare i tassi di recidiva 
loco-regionale. Ad oggi non esiste alcuno studio circa gli effetti del ‘lipofilling’ su 
cellule umane di cancro della mammella ’in vivo’. Non esiste consenso a livello 
internazionale circa l’utilizzo del lipofilling dopo trattamento chirurgico per cancro 
della mammella. Nel 2007 la Società Francese di Chirurgia Plastica, Ricostruttiva ed 
Estetica (98) ha affrontato il problema della sicurezza oncologica del lipofilling nelle 
pazienti con tumore della mammella, inviando ai chirurghi plastici 
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francesi la raccomandazione di evitare il lipofilling alla mammella con o senza 
tumore al di fuori di trial clinici. Nel 2009 l’American Society of Plastic Surgeons Fat 
Graft Task Force ha concluso che nessuno studio affidabile può confermare in 
maniera definitiva la sicurezza oncologica del lipofilling nelle pazienti con cancro 
della mammella (99). La Società Italiana di Chirurgia Plastica nel 2010 ha suggerito 
di praticare il lipofilling con attenzione e dopo la discussione di un preciso consenso 
informato, ma non ha imposto restrizioni circa le indicazioni al lipofilling (100-105). 
Numerosi studi hanno affrontato il problema dell’oncological safety del lipofilling: 
Illouz e Sterodimas concludono che le recidive loco-regionali nei pazienti con cancro 
della mammella non appaiono aumentate dopo lipofilling, ma bisogna considerare i 
limiti dello studio (studio retrospettivo, senza informazioni circa il follow-up 
oncologico delle pazienti e assenza di informazioni circa lo stadio tumorale) (105). 
Petit e colleghi presentano i risultati preliminari del follow-up oncologico di 513 
pazienti sottoposte a lipofilling dopo chirurgia conservativa o radicale per cancro 
della mammella, mostrando un lieve aumento della percentuale di recidive loco-
regionali dopo lipofilling nelle pazienti sottoposte a chirurgia conservativa e nessuna 
differenza nelle pazienti sottoposte a mastectomia (104).
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2. Materiali e Metodi
La scelta dei materiali: valutazioni di tipo fisico
Il primo passo del progetto di ricerca è consistito nella selezione e sintesi dei 
materiali appropriati per mettere a punto gli scaffold tridimensionali. 
Sono stati considerati come potenzialmente utilizzabili materiali nella forma di gel/
hydrogel iniettabili, reti polimeriche o substrati “solidi”. In particolare sono stati 
analizzati poliesteri alifatici (policaprolattone) insieme ad altri polimeri sintetici e 
naturali.
Abbiamo effettuato analisi meccaniche (prove meccaniche di trazione, di flessione, 
small punch test), studi reologici (test dinamico-meccanico)  e test di iniettabilità 
utilizzando diversi sistemi per valutare le proprietà dei materiali selezionati e 
sintetizzati ed i relativi parametri di processo per poter progettare strutture 3D 
altamente funzionali per la riparazione/rigenerazione dei tessuti a livello mammario.
Realizzazione di scaffold 3D a morfologia controllata
Attraverso l’uso della tecnica di Additive Manufacturing “3D Fiber Deposition”  
abbiamo realizzato alcuni scaffold in PCL di forma cilindrica. Tali strutture sono state 
ottenute attraverso due processi consecutivi: estrusione del materiale e deposizione 
alternata delle fibre secondo direzioni variabili tra strati consecutivi. I pellet di PCL 
sono stati introdotti nella siringa di acciaio inossidabile del Bioplotter e condotti ad 
una temperatura di 120°C tramite una cartuccia posta sul braccio mobile 
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della macchina. In seguito, il fuso è stato forzato attraverso l’ago, usando una velocità 
della vite all’interno della cartuccia di 30 RPM, depositando le fibre in modo 
alternato secondo diverse orientazioni. Sono stati preparati tre scaffold cilindrici 
caratterizzati, rispettivamente, dai seguenti pattern: 0°/90°- 0°/60°/120°- 0°/45°/90°/
135° (Figure 6-8). L’ago utilizzato, in acciaio inossidabile, ha un diametro interno 
pari a 500µm. Le proprietà che hanno influenzato le dimensioni complessive dei pori 
sono: il diametro delle fibre (dipendente dal diametro interno dell’ago e/o dalla 
velocità di deposizione); la spaziatura tra le fibre (strand distance, ovvero la distanza 
centro-centro), pari a 800µm ed il layer thickness, pari a 380µm. L’architettura degli 
scaffold è stata ottenuta attraverso il deposito di fibre di PCL con una velocità di 45 
mm/min. 
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Prove meccaniche di compressione sugli scaffold
Abbiamo eseguito test di compressione sugli scaffold 3D cilindrici di PCL 
caratterizzati da un diametro (D) di 6 mm, un’altezza di 6 mm ed un pattern 0°/90°- 
0°/60°/120°- 0°/45°/90°/135° per poter valutare l’effetto dell’architettura sulle 
caratteristiche meccaniche. I test sono stati condotti alla velocità di 1 mm/min fino ad 
un livello massimo di deformazione pari a 0.4 mm/mm utilizzando un dinamometro 
INSTRON 5566 (Figura 9). 
Lo sforzo ingegneristico e la deformazione ingegneristica sono stati valutati con le 
seguenti relazioni:
                                               
in cui: F = carico;  A0 = area della sezione trasversale dello scaffold  (A0 = πD2 /4); 
∆h =  variazione dell’altezza dello scaffold; h0 = altezza iniziale del campione.
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Figura 6.  a. Lay-down pattern di 0°/90°; b. lay-down pattern di 0°/60°/120° con 
varie direzioni di orientamento delle fibre.
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Figura 7. Scaffold con differenti pattern di orientamento delle fibre.
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Figura 8. Scaffold in PCL con differenti pattern di orientazione delle fibre
Figura 8. Scaffold in PCL con differenti pattern di orientazione delle fibre.
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Figura 9. Dinamometro INSTRON 5566.
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Il prelievo di tessuto adiposo
Allo stato delle attuali conoscenze, il miglior metodo di prelievo di tessuto adiposo 
per ottenere il miglior rendimento di ASCs e la miglior resa biologica rimane da 
definire (1,2).
La tecnica chirurgica utilizzata per il prelievo di tessuto adiposo è stata la seguente:
la procedura è stata effettuata in anestesia generale. Il sito donatore è stato infiltrato 
con soluzione di Klein consistente in 1 cc di epinefrina diluito in 500 cc di Ringer 
lattato allo 0,001%.
Per il prelievo sono state utilizzate cannule di Coleman con punta smussa collegate a 
siringhe Luer Lock da 20 cc con una lieve pressione negativa.
Quindi il tessuto adiposo è stato centrifugato a 3000 giri per 1 minuto per separare, in 
base al gradiente di densità, le componenti oleose (strato superficiale contenente 
cellule danneggiate) ed ematiche (strato più profondo composto in maggior parte da 
componenti ematici concentrati) dal tessuto adiposo (strato intermedio consistente nel 
tessuto adiposo concentrato contenente la SVF (Stromal Vascular Fraction) con le 
ASCs).
Isolamento degli adipociti e delle ASCs
Il tessuto adiposo proveniente dal grasso sottocutaneo addominale di una paziente 
sottoposta a chirurgia plastica post-bariatrica (che ha discusso e sottoscritto adeguato 
consenso informato per l’utilizzo del proprio materiale biologico per scopi di ricerca), 
prelevato secondo la metodica descritta, è stato trasportato all’interno di un 
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contenitore riscaldato (37°C) al laboratorio di isolamento cellulare (Istituto per i 
Polimeri, Compositi e Biomateriali del Consiglio Nazionale delle Ricerche di 
Napoli). Per l’estrazione degli adipociti maturi, abbiamo utilizzato un protocollo di 
isolamento adattato da Danielsson e coll. (3). Il tessuto adiposo è stato digerito in 
maniera enzimatica con collagenasi di tipo II (Worthington, Lakewood, NJ, USA) in 
Falcon da 50 ml (Corning New York, NY, USA) in un incubatore scuotente a 37°C 
(65 rpm). Il tessuto digerito è stato dunque filtrato attraverso una rete di nylon e gli 
adipociti maturi sono stati separati dagli altri tipi cellulari per galleggiamento. Gli 
adipociti maturi sono stati risciacquati 3 volte in un tampone modificato di Krebs-
Ringer (KRHG), 0.12 M NaCl, 4.7 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM MgO4, 1.2 
mM KHSPO4, 20 mM Hepes (pH 7.4), 0.1% (w/v) albumina sierica bovina priva di 
acidi grassi, 100 nM fenilisopropiladenosina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 
0.5 U/mL adenosina deaminasi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e glucosio 2 
mM.
La frazione vascolare stromale (SVF) è stata isolata dal tessuto filtrato e digerito con 
collagenasi tramite centrifugazione e purificato utilizzando un tampone ipotonico per 
lisi dei globuli rossi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Le cellule rimanenti sono 
state seminate (passaggio 0), espanse per 2 passaggi in BM-1(ZenBio) supplementato 
con siero di vitello inattivato con calore al 10% (PAA, Houston, TX, USA), 
penicillina e streptomicina (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e bFGF (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) e conservate a -150°C prima dell’uso.
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Valutazioni di tipo biologico sull’interazione scaffold/ASCs
Abbiamo dunque effettuato uno studio della “colonizzazione” degli scaffold 3D in 
PCL con diversi pattern di orientamento delle fibre da parte delle ASCs. Abbiamo 
valutato la vitalità e la proliferazione cellulare all’interno degli scaffold.
Vitalità/Proliferazione cellulare: AlamarBlue Assay
Le ASCs sono state coltivate in un terreno di coltura α-MEM (Bio-Whittaker, 
Belgium) contenente siero fetale bovino al 10%, antibiotici (come Penicillina e 
Streptomicina) e Glutammina. Le colture cellulari così ottenute sono state poste in un 
incubatore (Forma Scientific, Inc) a 37°C in atmosfera umidificata al 5% di CO2. Gli 
scaffold 3D a base di PCL, ognuno dei quali caratterizzato da un diverso pattern, 
sono stati adeguatamente sterilizzati e, in seguito, seminati con una sospensione 
cellulare (10000 cellule/scaffold). Abbiamo, in questo modo, ottenuto dei costrutti 
cellulari (cellule su matrice polimerica) incubati a 37°C in un mezzo di coltura al fine 
di favorire l’adesione cellulare. Su tali costrutti cellulari sono stati effettuati test 
biologici di vitalità e proliferazione cellulare attraverso l’AlamarBlue Assay 
(Biosource) (Figura 10). Tale saggio ci permette di quantificare la proliferazione 
cellulare attraverso un indicatore di ossido-riduzione, che reagendo cambia 
fluorescenza e colore in relazione alla riduzione chimica del mezzo di coltura a 
seguito della crescita cellulare.  La reazione di riduzione è correlata al numero di 
cellule vitali: quanto più è intensa l’attività di proliferazione cellulare, tanto più 
l’AlamarBlue (indicatore redox colorimetrico) viene ridotto e poi restituito al mezzo 
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di coltura. La variazione di fluorescenza/colore, direttamente proporzionale alla 
quantità di indicatore trasformato, ci fornisce una stima del numero di cellule vitali 
sottoposte al saggio. Nel presente studio sperimentale abbiamo condotto, attraverso 
uno spettrofotometro, misure di assorbanza dell’AlamarBlue a due differenti 
lunghezze d’onda: λ=570nm e λ=595nm.
Figura 10. Analisi della vitalità cellulare utilizzando l’AlamarBlue Assay.
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La produzione degli scaffold “customizzati”: Reverse Engineering e 3D Printing
In relazione ai dati meccanici e biologici derivanti dalle analisi effettuate, siamo 
passati al secondo step del nostro progetto con la produzione di uno scaffold 3D 
poroso che riproducesse la mammella da ricostruire, grazie a tecniche di “reverse 
engineering”.
I dati derivanti da una Tomografia Computerizzata di una donna volontaria sono stati 
“incrociati” con quelli derivanti da una scansione laser 3D del profilo mammario 
della stessa donna in posizione ortostatica. In tal modo abbiamo ottenuto una 
immagine 3D delle mammelle della volontaria.
Tali dati sono stati processati mediante software dedicati (Rapidform) fino ad ottenere 
il Computer Aided Design (CAD) del volume mammario da ricostruire, con le 
caratteristiche di porosità e di spessore dei bracci della mesh richieste (dati derivanti 
dalle precedenti analisi effettuate).
Il CAD è stato dunque trasferito ad un Bioplotter che ha “stampato” in 3D  lo 
scaffold “cucito su misura” sulla forma ed il volume della mammella della volontaria.
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3. Risultati
Prove meccaniche di compressione
Abbiamo esaminato le proprietà meccaniche di compressione degli scaffold 3D 
realizzati attraverso la tecnologia AM 3D Fiber Deposition (nel caso specifico con 
l’ausilio di un Bioplotter) con l’obiettivo di valutare l’influenza dei pattern di 
orientamento delle fibre sul comportamento meccanico di tali strutture 3D. Le curve 
sforzo-deformazione ottenute da tali test a compressione sono caratterizzate da un 
tratto iniziale lineare, corrispondente ad una risposta meccanica relativamente rigida; 
un secondo tratto non lineare, corrispondente ad una regione a bassa rigidezza ed un 
tratto finale, corrispondente ad una regione ad alta rigidezza che termina al 
raggiungimento di un livello di deformazione pari a 0.4 mm/mm (Figura 11). Le 
curve sforzo-deformazione ottenute sono sovrapponibili a quelle delle schiume 
polimeriche. La difformità sta nel tratto centrale. Infatti, a differenza della curva 
sforzo-deformazione delle schiume polimeriche che presenta nella regione centrale 
un tratto a pendenza nulla o “plateau”, la nostra curva presenta un tratto centrale a 
pendenza inferiore rispetto a quella del tratto iniziale e del tratto finale. In Tabella 2 
sono riportati i valori del modulo a compressione (calcolato come pendenza del tratto 
iniziale lineare della curva) e dello sforzo massimo (valutato in corrispondenza di una 
deformazione del 40%) inerenti ai differenti scaffold in PCL esaminati (scaffold con 
differenti pattern di orientamento delle fibre: 0°/90°- 0°/60°/120°- 0°/45°/90°/135°). I 
valori riportati evidenziano come il pattern incida sulle performance meccaniche 
delle strutture 3D fabbricate. A parità di layer thickness, strand distance, diametro 
delle fibre e “sezione apparente”, è possibile modulare la rigidezza iniziale della 
struttura cambiando, opportunamente, la sequenza di sovrapposizione. La dipendenza 
delle proprietà meccaniche dalla distanza tra le fibre è attribuibile al comportamento 
                                                                                                   ENGINEERED BREAST RECONSTRUCTON
38
                         
                      
Figura 11. Curve sforzo-deformazione per scaffold in PCL, caratterizzati da tre 
diversi pattern (0°/90°- 0°/60°/120°- 0°/45°/90°/135°)
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column-like delle giunzioni tra i filamenti in seguito alla compressione. Gli scaffold 
costituiti da fibre a minor distanza tra loro sono caratterizzati da un maggior numero 
di colonne. Ciò comporta, di conseguenza, un aumento del modulo a compressione 
(E) della struttura. Una volta fissati il valore di tale distanza e i parametri di processo, 
il comportamento meccanico degli scaffold è condizionato dal lay-down pattern. Gli 
scaffold contraddistinti da un pattern 0°/90° (i.e. con due diversi angoli di 
orientamento) mostrano un modulo a compressione e uno sforzo massimo maggiori 
rispetto a quelli ottenuti da scaffold con pattern 0°/60°/120° (i.e. con tre diversi 
angoli di orientamento) e 0°/45°/90°/135° (i.e. con quattro diversi angoli di 
orientamento). Infatti, se nel caso di scaffold con pattern 0°/90° il modulo a 
compressione E è di 63.0±4.7 MPa, nel caso di scaffold con pattern 0°/60°/120° e 0°/
45°/90°/135° tale modulo diminuisce fino ai valori, rispettivamente, di 48.2±4.8 MPa 
e 30.1±3.4 MPa. Allo stesso modo, lo sforzo massimo passa da 8.1±0.9 MPa per 
pattern 0°/90° a 6.0±0.5 MPa per quello a 0°/60°/120° e a 4.9±0.4 MPa per quello 0°/
45°/90°/135°. In particolare gli scaffold caratterizzati da un pattern 0°/45°/90°/135° 
sono le strutture più deformabili. Ciò è determinato dal fatto che un decremento 
dell’ampiezza dell’angolo fra le fibre aumenta l’area di contatto diminuendo, così, lo 
stress locale e dando la possibilità ai filamenti depositati di scorrere più facilmente gli 
uni sugli altri.
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Lay-Down Pattern
Modulo a compressione
 E (MPa)
Sforzo Massimo 
  (MPa)
0°/90° 63.0±4.7 8.1±0.9
0°/60°/120 48.2±4.8 6.0±0.5
0°/45°/90°/135° 30.1±3.4 4.9 ±0.4
Tabella 2. Risultati dei test meccanici di compressione: modulo a compressione e 
sforzo massimo, riportati come valore medio ± deviazione standard, di scaffold 
in PCL caratterizzati da tre differenti pattern (0°/90°- 0°/60°/120°- 0°/45°/90°/
135°).
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Vitalità/Proliferazione cellulare: AlamarBlue Assay
Al fine di valutare la vitalità e la proliferazione cellulare nel tempo, abbiamo 
condotto esperimenti di cell-seeding delle ASCs su costrutti di scaffold 3D. Tale 
analisi è stata effettuata attraverso l’AlamarBlue Assay (le cellule sono vitali solo se 
si verifica una riduzione dell’AlamarBlue Assay). Nella Tabella 3 sono riportati i 
valori di riduzione percentuale dell’AlamarBlue a 7, 14 e 21 giorni dalla semina delle 
ASCs negli scaffold di PCL caratterizzati da tre diversi pattern (0°/90°- 0°/60°/120°- 
0°/45°/90°/135°). Le cellule sono vitali in tutti i campioni analizzati. Tuttavia si nota 
un’evidente vitalità cellulare nello scaffold con pattern 0°/90°.
% Riduzione AlamarBlue
PCL/hMSC 7 giorni 14 giorni 21 giorni
0°/90° 7.7±0.7 13.8±1.0 24.6±2.1
0°/60°/120° 6.9±0.6 11.0±1.2 18.5±2.0
0°/45°/90°/135° 7.0±0.6 11.5±1.55 17.6±1.7
Tabella 3. Riduzione percentuale di AlamarBlue a 7, 14 e 21 giorni dalla semina 
cellulare su scaffold 3D a morfologia cellulare caratterizzata da pattern 
differenti.
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La produzione degli scaffold “customizzati”: Reverse Engineering e 3D Printing
Con tecniche di “reverse engineering” abbiamo quindi prodotto uno scaffold 3D 
poroso da utilizzare per il nostro nuovo modello ricostruzione mammaria.
Abbiamo effettuato un laser scanning del torace di una donna sana volontaria a 
partire da tre angoli (0° o frontale, -30° e +30° obliqui anteriori) con la donna in 
posizione ortostatica e le braccia abdotte a 90° utilizzando un laser scanner (Vivid 
910) associato ad una macchina fotografica di alta precisione (Konica-Minolta). Le 
immagini sono state dunque importate in Rapidform 2006 (Inus Technology, Seoul, 
Korea), un software di CAD e unite in una unica immagine che rappresenta la 
superficie toracica in una visione a 180° (frontale) (Figura 12). In Rapidform è stato 
anche utilizzato un algoritmo per creare una parete toracica virtuale a partire 
dall’interpolazione delle immagini laser con quelle derivanti dalla Tomografia 
Computerizzata della stessa donna. 
Un modello solido è stato creato a partire da questa immagine ed esportato in 
“Surface Tessellation Language” (STL file format) (Figura 13).  Il file STL può poi 
essere letto dai più comuni software per manufacturing usati per stereolitografia, 3D 
printing o FDM.
La porosità dello scaffold è stata ottenuta grazie ad uno specifico expertise: meshes 
volumetriche tetraedriche sono create come intermedi, usando un modelling ad 
elementi finiti. Successivamente, grazie ad uno specifico algoritmo sono stati creati 
bracci di un determinato spessore intorno ad ogni vertice dei tetraedri, uniti alle loro 
intersezioni per creare lo scaffold.
                                                                                                   ENGINEERED BREAST RECONSTRUCTON
43
               
Biofabrication 3 (2011) 034114 F Melchels et al
(A)
(B) (C ) (D ) (E )
Figure 1. Imaging of body contours using laser scanning. (A) Setup: commercial dot-laser scanner records reflected laser beams. (B)–(D)
Output images of the patient at an angle with respect to the laser beam path of −30◦, 0◦ and 30◦, respectively. (E) Surface model combined
from the images (B)–(D).
(A) (B )
(C ) (D)
Figure 2. Mould-assisted autologous tissue breast reconstruction. (A), (B) The healthy breast and surrounding parts of the thorax are
selected and mirrored to create a design for the targeted shape. (C) Transparent silicone mould (5 mm thick) on support (green).
(D) Intra-operative use of the mould to assess the volume of required tissue and to shape the breast in flap transplantation-based
reconstruction.
setup, the individual acquired images and the combined image.
It comprises a 180◦ surface model of the full frontal side of
the patient.
3.2. Autologous tissue reconstruction using CAM-mould
Our long-term aim is to provide a CAD/CAM-based solution
to the breast reconstruction field following a tissue engineering
approach. However, laser imaging and rapid prototyping can
already be employed for better outcomes in surgery employ-
ing the current golden standard, which is autologous breast
reconstruction. This was demonstrated by fabricating a per-
sonalized mould from the obtained surface model, which then
could be used as an intra-operative aid for the reconstruction of
the patient’s breast as depicted in figure 2. The healthy breast
(patient-left) with surrounding thoracic area was selected in
the surface model, mirrored and extruded to 5 mm thickness
to generate a solid model. This part was subsequently
manufactured by 3D printing in a shape-stable, transparent
mould. The fabricated mould precisely reproduced the surface
of the healthy breast. The mould was repeatedly used by the
surgeon as a template throughout the entire free-flap breast
3
Figura 12. Imaging della parete toracica con l’utilizzo del laser scanning. (A) Lo 
scanner laser registra i fasci laser riflessi. (B)-(D) Immagini della paziente con 
angoli rispetto al fascio laser di -30°, 0° e 30° rispettivamente. (E) Modello di 
superficie ottenuto dalla combinazione delle immagini (B)-(D). (Adattata da: 
Melchels F, Wiggenhauser PS, Warne D, Barry M, Ong FR, Chong WS, 
Hutmacher DW, Schantz JT. CAD/CAM-assisted breast reconstruction. 
Biofabrication 2011; 3; 034114 (8pp)).
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Figure 6. Generation of porosity in breast scaffold. Scaffolds depicted are based on meshes with three different seeding densities (16, 9 and
6 mm distance), each for two different values of ST. The models in the top row were prototyped and are depicted in figure 7.
Figure 7. Physical prototypes of one solid and three porous models for a personalized tissue engineering scaffold, manufactured by FDM.
The porous models were created using the described program, employing SD of 16, 9 and 6 mm, and ST of 3, 1 and 0.75 mm, respectively.
4. Discussion
The application of CAD/CAM techniques from bench to
bedside is growing slowly but steadily. The ability to build
patient-specific models, customized drill guides and implants
based on medical imaging data sets offers major potential in
improved surgical outcomes, and the relatively high cost per
built part as compared to mass-produced goods is justified for
surgeries of high anatomical complexity [9].
Breast reconstruction is a relatively new clinical area of
application of CAD/CAM techniques, and the incidence rates
are high: over 300 000 reconstructions are performed on a
yearly basis in the US alone [13]. Breast reconstruction
is currently performed using implantable prostheses or by
autologous tissue transplantation. Prostheses are generally
composed of a vulcanized silicone rubber sac filled with
saline solution or liquid silicones. Although the use of
such non-adaptive, acellular implants only rarely leads to
severe complications, the formation of a rigid, fibrous scar
tissue capsule surrounding the implant known as capsular
contracture is commonly observed. The capsule formation
is due to a foreign body reaction, and can lead to severe
6
Figura 13. Scaffold mammari porosi. Gli scaffold sono basati su reti con tre 
differenti densità di deposizione (distanza 16, 9 e 6 mm), ognuno con due 
differenti valori di spessore dei bracci (ST). (Adattata da: Melchels F, 
Wiggenhauser PS, Warne D, Barry M, Ong FR, Chong WS, Hutmacher DW, 
Schantz JT. CAD/CAM-assisted breast reconstruction. Biofabrication 2011; 3; 
034114 (8pp)).
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Lo scaffold è stato quindi fabbricato con policaprolattone (PCL) con un Bioplotter. I 
modelli porosi prodotti appaiono meccanicamente molto stabili grazie all’alto 
numero di punti di fusione tra i bracci.
Abbiamo messo a punto scaffold mammari di diversa porosità creati con diverse 
densità di deposizione (6, 9 e 16 mm) e con differente spessore dei bracci della mesh 
(0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 e 3 mm) (Figura 14), in modo tale da poter testare in vitro 
l’interazione tra le ASCs e i diversi “allestimenti” dello scaffold e comprendere quale 
combinazione di  porosità e spessore dei bracci potesse essere il più efficace in 
termini di “colonizzazione” e sopravvivenza cellulare.
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Figure 6. Generation of porosity in breast scaffold. Scaffolds depicted are based on meshes with three different seeding densities (16, 9 and
6 mm distance), each for two different values of ST. The models in the top row were prototyped and are depicted in figure 7.
Figure 7. Physical prototypes of one solid and three porous models for a personalized tissue engineering scaffold, manufactured by FDM.
The porous models were created using the described program, employing SD of 16, 9 and 6 mm, and ST of 3, 1 and 0.75 mm, respectively.
4. Discussion
The application of CAD/CAM techniques from bench to
bedside is growing slowly but steadily. The ability to build
patient-specific models, customized drill guides and implants
based on medical imaging data sets offers major potential in
improved surgical outcomes, and the relatively high cost per
built part as compared to mass-produced goods is justified for
surgeries of high anatomical complexity [9].
Breast reconstruction is a relatively new clinical area of
application of CAD/CAM techniques, and the incidence rates
are high: over 300 000 reconstructions are performed on a
yearly basis in the US alone [13]. Breast reconstruction
is currently performed using implantable prostheses or by
autologous tissue transplantation. Prostheses are generally
composed of a vulcanized silicone rubber sac filled with
saline solution or liquid silicones. Although the use of
such non-adaptive, acellular implants only rarely leads to
severe complications, the formation of a rigid, fibrous scar
tissue capsule surrounding the implant known as capsular
contracture is commonly observed. The capsule formation
is due to a foreign body reaction, and can lead to severe
6
Figura 14. Prototipi di un modello solido e tr  modelli porosi per uno sc ffold 
personalizzato, messo a punto con FD. I Modelli porosi sono tati creati grazie al 
programma descritto, con densità i deposizione di 16, 9 e 6 mm e spessore dei 
bracci di 3, 1 e 0.75 mm, rispettivamente. (Adattata da: Melchels F, 
Wiggenhauser PS, Warne D, Barry M, Ong FR, Chong WS, Hutmacher DW, 
Schantz JT. CAD/CAM-assisted breast reconstruction. Biofabrication 2011; 3; 
034114 (8pp)).
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4. Discussione 
Importanti sviluppi nell’Ingegneria dei Tessuti insieme ad una commistione di saperi 
inerenti a diversi settori hanno permesso la produzione di strutture in grado di 
rigenerare e/o riparare tessuti e organi danneggiati. Il continuo successo in tale campo 
di ricerca in concomitanza con lo sviluppo di tecnologie di fabbricazione di strutture 
in grado di sostituire parti umane aumenta, giorno dopo giorno, grazie alla 
convergenza dell’ingegneria e della ricerca di base per tessuti, matrice extracellulare, 
fattori di crescita, cellule staminali e biologia di sviluppo nonché della scienza dei 
materiali e della bio-informatica. Infatti, i recenti sviluppi scientifici nel campo dei 
biomateriali, dei fattori di crescita, della differenziazione delle cellule staminali e 
degli ambienti biomimetici hanno permesso la realizzazione di tessuti in laboratorio a 
partire dalla combinazione di scaffold (matrici extracellulari ingegnerizzate), cellule e 
molecole biologicamente attive. Lo scaffold deve essere in grado di sostenere 
l’adesione cellulare, la proliferazione e la differenziazione in vitro al fine di poter 
essere trapiantato in vivo. Dunque, risulta fondamentale l’ottimizzazione topologica 
degli scaffold. I parametri degli scaffold, come il pattern, la porosità, le proprietà 
meccaniche, fisico-chimiche e biologiche, devono essere in determinati equilibri in 
relazione all’uso a cui sono destinati. Grazie all’uso dell’Additive Manufacturing è 
possibile realizzare scaffold porosi a morfologia interna controllata. In particolare, 
abbiamo utilizzato la tecnica di 3D Fiber Deposition che permette sia la fabbricazione 
di scaffold porosi con massima interconnessione dei pori (100%) che di operare con 
un ampio range di materiali. Per quanto concerne i materiali, quelli che si adattano 
meglio al nostro scopo sono i materiali polimerici. È fondamentale realizzare lo 
scaffold con un materiale polimerico che abbia un tempo di degradazione e di 
riassorbimento sincrono con  quello della formazione del neo-tessuto. Infatti, lo 
scaffold 3D (che rappresenta il supporto fisico per la crescita e la differenziazione 
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cellulare) viene mantenuto fino a quando il nuovo tessuto non raggiunge l’integrità 
meccanica sufficiente per autosostenersi. Un biomateriale che si presta molto bene 
nella progettazione di scaffold 3D è il policaprolattone (PCL). Pertanto, abbiamo 
portato avanti un approccio sistematico dell’analisi di scaffold 3D in PCL prodotti 
mediante tecnica 3D Fiber Depoition con l’ausilio di Bioplotter. L’obiettivo è quello 
di valutare l’effetto delle caratterizzazioni morfologiche sulle performance 
meccaniche di tali strutture. Quindi, mantenendo costante il diametro delle fibre e la 
strand distance, abbiamo realizzato scaffold 3D in PCL adottando tre differenti lay-
down pattern: 0°/90°- 0°/60°/120°- 0°/45°/90°/135° (rispettivamente struttura interna 
quadrangolare, triangolare e complessa). I test di compressione hanno mostrato come 
le proprietà meccaniche e quindi quelle del trasporto di massa delle strutture ottenute 
dipendono dalla disposizione delle fibre. Quindi, modificando il pattern è possibile 
realizzare strutture per diverse e specifiche applicazioni. In particolare gli studi 
condotti hanno mostrato che gli scaffold con pattern 0°/90° hanno un modulo a 
compressione e uno sforzo massimo superiore rispetto a quelli degli scaffold con 
pattern 0°/60°/120°e 0°/45°/90°/135°. Sono stati effettuati anche test di vitalità/
proliferazione cellulare (AlamarBlue Assay) che hanno evidenziato una vitalità 
cellulare maggiore negli scaffold con pattern 0°/90° rispetto a quelli con pattern 0°/
60°/120° e 0°/45°/90°/135°.
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Sviluppi futuri del progetto di ricerca
La biocompatibilità ed il comportamento in vivo dello scaffold “customizzato” 
prodotto sarà testato in animali nei prossimi mesi.
In seguito, si eseguirà un trial clinico randomizzato in pazienti affette da cancro della 
mammella, in cui le pazienti saranno randomizzate ad una ricostruzione con protesi 
mammarie in silicone in sede sub-pettorale (metodica standard) o alla “engineered 
breast reconstruction” con il posizionamento  in sede pre-pettorale di uno scaffold 
“cucito su misura” a partire dalle scansioni TC e laser scannng pre-operatorie della 
mammella da ricostruire dopo mastectomia conservativa (mastectomie con risparmio 
della cute o del complesso areola-capezzolo).
Per le donne randomizzate al gruppo sperimentale, il posizionamento dello scaffold 
rappresenterà il primo step verso una ricostruzione ingegnerizzata che vedrà la 
colonizzazione dello scaffold con tessuto adiposo di derivazione autologa.
La sopravvivenza del tessuto adiposo autologo trapiantato all’interno dello scaffold 
rimane una criticità, ma come abbiamo detto, le caratteristiche stesse dei materiali 
scelti per la produzione dello scaffold guideranno la sopravvivenza e la 
differenziazione cellulare delle ASCs trapiantate con la frazione vascolare stromale 
proveniente dal tessuto adiposo autologo verso il tessuto adiposo, in modo tale da far 
sopravvivere le cellule adipose adulte trapiantate e far sì he le cellule staminali auto-
rigeneranti presenti all’interno del trapianto differenzino secondo la linea adiposa.
Secondo quanto evidenziato da Chhaya e colleghi (1), per facilitare il processo di 
vascolarizzazione dello scaffold, si potrà utilizzare quella che gli autori chiamano 
“prevascolarizzazione”. Lo scaffold vuoto sarà inserito in sede di mastectomia, senza 
trapianto di cellule adipose autologhe al momento dell’impianto.
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Nelle 2-3 settimane successive, il tessuto connettivo ed i vasi sanguigni 
“colonizzeranno” la struttura, formando un letto di capillari all’interno dei pori dello 
scaffold. Sarà allora che si procederà al trapianto di tessuto adiposo all’interno della 
struttura, dove il letto vascolare preformato, renderà stabile il tessuto adiposo nel sito 
di impianto.
In altre parole, lo scaffold in policaprolattone permetterà la formazione di un 
“coagulo” formato da piastrine in una rete di fibrina cross-linkata insieme ad un 
cocktail di fibronectina, vitronectina e trombospondina ricco di fattori di crescita. 
Questo network di fibrina, insieme al “cocktail” di fattori di crescita stimolerebbe una 
forte risposta neoangiogenetica e indurrebbe la penetrazione di tessuto connettivo 
altamente organizzato all’interno dello scaffold.
Dopo 14 giorni dall’impianto, quando la risposta angiogenetica sarà al suo picco, si 
effettuerà una prima sessione di trapianto di tessuto adiposo autologo all’interno dello 
scaffold.
Alcune (2-3) ulteriori sessioni di trapianto di tessuto adiposo autologo potranno 
essere necessarie per ottenere il risultato ricostruttivo previsto.
Chhaya e coll. hanno posizionato scaffold in PCL in sede sottocutanea in modelli 
suini e li hanno sottoposti a trapianto ritardato di tessuto adiposo autologo. A 6 mesi 
l’impianto è risultato essere ben tollerato con un’ottima integrazione degli scaffold 
con i tessuti dell’ospite ed una buona vascolarizzazione all’esame istologico.
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5. Conclusioni
L’ “engineered breast reconstruction” con l’utilizzo di scaffold messi a punto con 
tecniche di additive manufacturing colonizzati con cellule adipose di derivazione 
autologa messa a confronto con l’attuale standard ricostruttivo costituito dagli 
impianti al silicone mostra numerosi vantaggi: si tratta di una ricostruzione “cucita su 
misura” sulla singola paziente, in assenza di materiali permanenti, eliminando dunque 
tutte le complicanze legate alle protesi al silicone, così come le possibili complicanze 
legate alla ricostruzione con lembi di tessuto autologo. La “engineered breast 
reconstructon” rappresenta una procedura semplice dal punto di vista tecnico con la 
possibilità di ottenere risultati estetici naturali e stabili nel tempo. Inoltre è una 
opzione ricostruttiva che può trovare applicazione anche in pazienti precedentemente 
radiotrattate o che dovranno essere sottoposte a radioterapia post-mastectomia. 
Inoltre il posizionamento dello scaffold sarà effettuato in sede pre-pettorale, evitando 
il dolore e le sequele funzionali legate alla disinserzione del muscolo grande pettorale 
a livello costale e al possibile utilizzo del muscolo gran dentato per l’allestimento 
della tasca peri-protesica.
Possibili limiti di tale tecnica ricostruttivi possono essere legati alla “imprevedibilità” 
del tasso di sopravvivenza del tessuto adiposo trapiantato, con riassorbimento dello 
stesso nel corso del tempo per mancata vascolarizzazione, anche se con la tecnica di 
“prevascolarizzazione” presentata da Chhaya e colleghi (1) si può ovviare in buona 
parte a questa criticità.
C’è da tener presente che si tratta di una tecnica ricotruttiva “multi-step” con 
necessità di più accessi alla sala operatoria, per il posizionamento dello scaffold al 
momento della mastectomia e dunque 2 o più ulteriori accessi per il trapianto di 
tessuto adiposo autologo.
Non è da trascurare la problematica legata alla sicurezza oncologica del trapianto di 
tessuto adiposo autologo in donne affette da cancro della mammella, sebbene le più 
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recenti evidenze di letteratura sembrerebbero non mostrare aumentati tassi di recidive 
locali o peggiori tassi di sopravvivenza globale legati all’utilizzo del tessuto adiposo 
autologo per la ricostruzione mammaria. 
Un limite assoluto all’utilizzo della “engineered breast reconstruction” è 
rappresentato dalle pazienti con scarsa biodisponibilità di tessuto adiposo (BMI < 20) 
che non potranno beneficiare di questa opzione ricostruttiva.
Lo studio dei materiali e la messa a punto di uno scaffold poroso in policaprolattone 
con tecniche di additive manufacturing a partire da immagini di Tomografia 
Computerizzata o Risonanza Magnetica di una paziente affetta da cancro della 
mammella rappresentano solo il punto di partenza per lo sviluppo e l’applicazione 
clinica della “engineered breast reconstruction”. 
Il prossimo step vedrà lo studio su animali della biocompatibilità delle strutture 
messe a punto e la valutazione dell’interazione in vivo tra il tessuto adiposo e lo 
scaffold stesso.
Successivamente si proporrà uno studio clinico randomizzato e controllato che 
metterà a confronto l’attuale gold standard, ossia la ricostruzione con impianti 
protesici con la “engineered breast reconstruction” in donne sottoposte a mastectomia 
conservativa per cancro della mammella in fase iniziale con la possibilità di valutare 
outcome clinico-chirurgici a breve termine, complicanze post-operatorie precoci, 
outcome estetico e livello di soddisfazione e qualità di vita delle pazienti e, con 
follow-up più lunghi, outcome chirurgici a lungo termine, outcome radiologici per 
valutare l’interferenza delle opzioni ricostruttive con l’imaging, outcome estetico, 
livello di soddisfazione della paziente e qualità di vita a lungo termine ed outcome 
oncologici, tassi di recidiva locale, recidiva a distanza e sopravvivenza globale.
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